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mols. in the form of a crystal lattice with a lattice constant of 1-50 
nm. 

USE - The process may be used to immobilise proteins, peptides, 

glycoproteins, carbohydrates, lipids, lipopolysaccharides , nucleic 
acids, haptens, dyes, metals, metal cpds., carbon, Si02, polymers or 
drugs . 

In an example, Llll-69 membranes (0.5g wet wt . ) were suspended in 

5U ml of 0.1M Na cacodylate buffer (pH 7.2), treated with 0.5 ml of 50% 
glutaraldehyde, incubated at 2 0 deg.C for 2 0 min., treated with 
ethanolamine to stop the reaction, centrifuged and washed. The pellet 
(0.2g).was suspended in 8 ml H20, treated with 60 mg 

1 -ethyl -3 -dimethyl amino apropyl-carbodiimide, maintained at pH 4.63 for 
80 min., centrifuged and washed. The pellet was incubated with a soln 
contg. 2 mg/ml poly-L-lysine at 20 deg. C for 4 hr., centrifuged and 
washed to give an immobilised poly-L-lysine prod. . 
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(57) Abstract 

In the process disclosed, the support is a structure consisting of at least one layer of molecules containing identical 
proteins extending along a flat, curved, cylindrical or vesicular surface, the molecules being arranged tn the form of a crys- 
tal lattice with a lattice constant of 1 to 50 nm. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Immobilisierung bzw. Ablagerung von Molekulen bzw. Substanzen auf einem Trager, wobei ais Tra- 
cer eine Struktur eingesetzt wird, welche wenigstens eine sich entlang ebener, gekrummter, zyhndnscher oder vesikularer 
Flachen erstreckende Schicht identischer Proteine enthaltender Molekule besteht, die in Form ernes Knstallgitters mit ei- 
ner Gitterkonstante von I bis 50 nm angeordnet sind. 
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Verfahren zur Immob i lis ie rung bzw. Ablagerung von Molekiilen bzw. 
Substan2en auf einem Trager 


Die Erf indung bezieht sich auf ein Verfahren zur 
Immobi lisierung bzw. Ablagerung von Molekiilen bzw. 
Substanzen auf einem Trager, 

Bisher werden fur die Immob i 1 i s ie rung von 
5 Makromolekulen Polymere mit sch wammar t i ge r StruKtur 

( Gele) von verschiedenem chemischen Aufbau (z.B. Agarose, 
modif iziertes Polyacry lamid) verwendet. Aufgrund der 
zufalligeh Anordnuhg der PolymerKetten mit unterschiedli- 
chem Molekulargewicht in dem Gelkbrper weisen vorhandene 

10 funKtionelle Gruppen weder eine def inierte Position, noch 

eine definierte Orientierung auf. Die Verteilung von 
f unkt ionel ien Gruppen an der Oberf lache und im Inneren 
der Gelmatrix ist daher "zuf allig" . Werden diese Gruppen 
fur eine Immob i 1 i s i erung von MaKromoleKulen aKtiviert, so 

15 wird auch die Anordnung der Fremdmolekule in "zuf alliger" 

Verteilung erfolgen. 

Fur die sogenannte Test streif entechnalogie (z.B. 
G 1 u K o s e -Te s t s t i c K s zur Bestimmung des Blut- ader 
Harnzuckergehaltes) werden Enzyme in gelbster Form in 

20 Qua 1 i t a it s pa p ie r e eingesaugt und getrocknet. Wie bei dem 

zuvor be schr iebenen Gel liegen auch hier die FremdmoleKLi- 
le in s t a t i s t i sche r Verteilung in der relativ groben 
Fasermatrix des Papieres vor. Ein weiterer Nachteil ist, 
dap die Enzyme nicht Kovalent gebunden sind, so dap es 

25 bei Unt ersuchungen im wassrigen Milieu zu Enzymverlusten 

Kommen Kann. Dadurch ist eine Qua n t if i z i e r ba r Ke i t des 
Analyten nicht mehr garantiert . 

Urn einerseits eine Kovalente Bindung von Fremdmole- 
Kulen zu sichern, andererseits aber dunne Tragerf ilme zu 

30 haben, wurden Proteinf ilme aus Serum Albumin oder 

Kollagen erzeugt. Durch Einbringen von Glutaraldehyd 
gelang es, den Proteinf ilm zu vernetzen, und gleichzeitig 
Fremdmo leKul e Kovalent zu binden. Auch mit dieser Methode 
gelang es aber nicht, Fremdmo lekule in definierter 
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Position und Orientierung in monomolekularer Schicht 
kovalent an einen Tragerfilm zu binden. 

ErfindungsgemaP wird nun als Trager eine Struktur 
eingesetzt, welche wenigstens eine sich entlang ebener, 
gekriimmter, zylindrischer Oder vesikularer Flachen 
erstreckende Membran aufweist, die aus wenigstens einer 
Schicht identischer Protein enthaltender Molekule 
besteht, die in Perm eines Kristallgitters m it einer 
Gitterkonstante von 1 bis SO nm angeordnet sind. Dadurch 
wird erreicht, daP die immobi 1 i s ier t en Molekule stets in 
raumlich definierter Anordnung an den mit den Substraten 
in Verbindung stehenden Oberflachen angeordnet sind, so 
dap eine mbglichst dichte Belegung der freien Oberflachen 
mit den zu bindenden Molekulen ermoglicht ist. Die 
reaktiven Gruppen der Proteine - nehmen namlich nicht nur 
in der Polypeptidkette eine genau -Festgelegte Position 
ein, sondern haben auch nach Faltung des Proteins im 
Kristallgitter eine exakt festgelegte Lage und 
Orientierung. Dies gilt in gleicher Weise auch fiir an der 
Membran eventuell noch vorhandene Kohlenhydratanteile und 
deren Hydroxy lgruppen . 

Vorteilhafterweise kann eine Membran eingesetzt 
werden, die Poren mit einem Durchmesser von 0,5 bis 40 nm 
aufweist. Durch das Vorhanden sein der Poren kann eine 
Behandlung des Substrats auch dadurch erreicht werden, 
daP dieses langsam durch die Membran hindurchgef iihr t 
wird, wobei dann wahrend des Durchfuhrens bzw. 
Entlangfuhrens die gewunschte Umsetzung bzw. Reaktion 
durch die an der Membran immobilisierten Molekule 
erf ol gt. Weiters wird damit erreicht, daP die Membran 
beidseitig mit den Molekulen bzw. Substanzen beladen sein 
Kann, da aufgrund der Poren das zu behandelnde Substrat 
on beide Seiten der Membran gelangen und dann reagieren 
Kann . 
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Fur die Veranderung der Oberf lacheneigenschaf ten der 
Membran Kdnnen auf dieser Protein- und/oder Peptidmoleku- 
le immobilisiert werden. Dadurch wird unter anderem sine 
Oberf lachen vergrdperung erreicht, wodurch fur Immobili- 
5 sierung weiterer Molekule ein zusatzlicher Raum 
geschaffen wird, der aufgrund der definierten Anordnung 
der Protein- und/oder Pep tidmolekule ebenfalls genau 
definierte Raumstruktur aufweist. Weiters kann dadurch 
erreicht werden, daP die Oberf lache entweder hydrophil 
10 bzw. hydrophob wird. Durch solche Veranderungen der 
Oberf lacheneigenschaf ten wird unter anderem auch erzielt, 
daP die Membranen eine geringer unspezif ische Adsorption 
aufweisen. Gleiche Eigenschafen kdnnen auch dadurch 
erzielt werden, daP auf der Membran Glycopro tein- 
15 und/oder GlycopeptidmoleKule immobilisiert werden. Ebenso 
kdnnen auf der Membran Polysaccharide und/oder 
Oligosaccharide und/oder ZucKer immobilisart werden, 
wobei all die angef iihrten Molekule je nach dem spateren 
VerwendungszwecK eingesetzt werden kdnnen. 
20 Es kdnnen jedoch zur Erzielung dieser Ei ge n schaf t e n 

auch Lipidmolekule immobilisiert werden, wobei diese 
Molekule zusatzlich noch fur die Aufbringung von 
monomolekularen Lipidschichten f z.B. Langmuir Blodget- 
Filmen, dienen kdnnen, oder aber als Trager fur andere 
25 Polymerschich ten , insbesondere hydrophobe Membranen, 
dienen kdnnen. Fur spezielle Zwecke kdnnen auch auf der 
Membran Li popo 1 y saccharide immobilisiert werden, welche 
gleichf alls die angefuhrten Effekte erbringen kdnnen,. 

Fur einen Einsatz bei e n zyma t i sc he n Umsetzungen 
30 kdnnen auf der Membran Enzyme und/oder Coenzyme 
immobilisiert werden. Soil die erf indung sgemaPe Membran 
fur biot echno 1 og i sche Zwecke verwendet werden, dann kann 
auf der Membran eine Substanz der Gruppe, enthaltend 
Antigene, Antikdrper, Lektine, Biotin, Avidin, Protein A 
35 und Haptene , immobilisiert werden. Fur gewisse Zwecke 
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konnen auch Nucleinsauren immobilisiert werden, welche 
sich unter anderem auch fur Hybr idi sierung s t es t s und 
Sondenmolekiile in der Gentechnologie eignen. 

Wenn auf der Membran Farbstoffe, insbesondere 
Fluoreszenzfarbstoffe, immobilisiert werden, dann kann 
die erfindungsgemape Membran als Testmembran dienen, z.B. 
als Indikatormembran bzw. als Membran, welche insbesonde- 
re fur optoelektronische Auswertung (optische Sensoren) 
geeignet i st . Es konnen dabei fiir die Auswertung 
Membrangruppen verwendet werden, von welchen Jede Membran 
einen unterschiedlichen Farbstoff aufweist, so dap 
gleichzeitig unterschiedliche Reaktionen gemessen werden 
konnen . 

Es konnen auf der Membran, gegebenenf al 1 s leitende, 
15 Materialien, wie Metalle und/oder Me t a 1 1 verb indungen 
und/oder Kohlenstoff und/oder Siliciumoxide und/oder 
Kunststoffe immobilisiert bzw. abgelagert werden. Dadurch 
ist die Mbglichkeit gegeben, die Membranen fur Sensoren 
einzusetzen, und zwar be i sp ie 1 swei se als biologische 
Feldeffekttransistoren oder chemische Fe ldef f ek t t ran- 
sistoren, da die geschaffenen Strukturen ionenselektiv 
sind und damit als sogenannte ionen se lekt i ve Feldeffekt- 
transistoren C ISFET) eingesetzt werden konnen. Fiir die 
Steuerung der Struktur bzw. die phy sikalischen 

25 Eigenschaften und Herstellung von Legierungen auf der 
Membran konnen Mischungen der Materialien bzw. getrennte 
Schichten mehrerer Materialien abgelagert werden. 

Urn eine gesteuerte Elektroneniibertragung bzw. 
Ionenableitung aus dem Medium zu erzielen, konnen auf' der 
Membran Mediator- bzw. Transmi t t ermolek ule immobilisiert 
werden. Urn bei enzymge steuerten Prozessen ein leichtes 
Ruckgewinnen der eingesetzten Enzyme zu erzielen, kann 
eine Membran mit dareuf immobilisierten Enzymen und/oder 
Coenzyme* als Enzymmembran verwendet werden. Es wird dann 
35 das Substrat mit der Enzymmembran in Kontakt gebracht 


20 


30 
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bzw. , wenn die Membran vesiKuldre Form hat, diese VesiKel 
in dem Substrat suspendiert , wonach dann nach Beendi£ung 
der ReaKtion das Substrat von der Membran getrennt wird 
bzw. die Vesikel, z.B. durch Filtration, abgeschieden 
5 werden. 

In besonders bevorzugter Weise Kann eine Membran mit 
darauf immobilisierten Antigenen, Antikbrpern, Lektinen, 
Biotin, Avidin, Protein A oder Haptenen als ELISA-Membran 
verwendet werden. Fur die Dure hfuh rung von Diagnosereak- 

10 tionen kann eine Membran mit darauf immobilisierten 
Enzymen, bzw. Coenzymen, Antigenen, An t i k b r p e rn , Biotin, 
Avidin, Lektinen, Protein A, Haptenen, Nuc 1 ein sauren oder 
Mediator- bzw. Transmit termoleKulen als D i a g no s e re a g e n s 
verwendet werden. Insbesondere bei den Enzymen ist eine 

15 Biolumineszenzreakt ion interessant, weil dadurch eine 
1 ich top t i sche Auswertung von Reaktionen ermdglicht ist. 
Eine Membran mit darauf immobilisierten Enzymen bzw. 
Coenzymen, Antigenen, AntiKorpern, Biotin, Avidin, 
Lektinen, Protein A, Haptenen, Nuc 1 e i n sauren oder 

20 Mediator- bzw. Tr a n smi t t e rmo 1 e k u 1 en , kann auch als 
Sen sormemb ran verwendet werden, welche einen direkten 
Einsatz fiir die Pruf ung von Substanzen auf vorhandene 
Komponenten ermdglicht . Fiir bestimmte Formen der 
Signalableit ungen , insbesondere fiir Re ddx sy s t erne , konnen 

25 die an der Membran immobilisierten Substanzen und die 
Membran mit einer leitenden Schicht, z.B. Metall oder 
leitendem Kunststoff , versehen werden. In besonders 
einfacher Weise kann die leitende Schicht durch Sputtern 
aufgebracht werden. Fiir bestimmte Materialien kann es 

30 Jedoch angezeigt sein, daP die leitende Schicht durch 
Aufdampfen aufgebracht wird. Schlieplich kann die 
Kunststoffschicht durch Plasmapolymerisation aufgebracht 
we rden . 

Fur eine gesteuerte Freisetzung der abgelagerten 
35 bzw. immobilisierten Substanzen, insbesondere bei 
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Pharouz.uti.ch.n Wirkstoffen, Konnen diese Substanzen von 
der Membran ein£eschlossen sein. 

Die Erfindung wird nachstehend noch anhand von 
Beispielen noher erlautert. 

Beispiel 1 : 

Immobilisierung VO n Poly-L-Lyain an kristallinen 
Prateinmetnbranen ( S-Schichten) 


Vesikulare Strukturen, die aus kristallinen Proteinmem- 
branen von Clostridium thermohydrosu Ifuricura LI 11-69 
bestehen, werden zur Stabilisierung mit Glutaraldehyd 
vernetzt. Dazu werden 0.5 g feuchtes Pellet der 
vesikularen Bfcrukfcuren Urhalfeen nach Zentrif ugat-ion bei 
.20,000 x g) in 50 ml 0.1 M Na t r i um-Cacody 1 a t -Puf f er , pH 
7.2, suspendiert und nach Zugabe von 0.5 ml Glutaraldehyd 
(50 %) 20 Minuten bei 20° C inkubiert. Nach Stoppen der 
Reaktion durch Zugabe von Athanolamin wird die Suspension 
20 bei 20,000 x g zentrifugiert, dreimal mit Aqua dest. 

gewaschen und neuerlich pelletiert. Zur chemischen 
Aktivierung der Carboxy lgruppen werden 0.2 g des 
erhaltenen Pellets in 8 ml Aqua dest. suspendiert, 60 mg 
1-Ethyl-3,3' dimethylCominopropyl) corbodiimid ( EDC) 

zugefiigt, der pH-Wert der Suspension durch Zugabe von 0.1 
N NaOH oder 0.1 N HC1 auf 4.63 eingestellt und dieser 
wahrend der 80 Minuten dauernden Reaktion konstant 
gehalten. Nach Zentrif ugation bei 20,000 x g wir d .das 
Pellet mit eiskaltem Aqua dest. gewaschen und nach 
neuerlichem Zentri-Fugieren bei 20,000 x g ln e iner 
Lbsung aus Poly-L-Lysin ( MG 30,000 ; 2 mg/ml Aqua dest.) 
suspendiert. Nach 4-stundiger Inkubation bei 20° C wird 
zur Entfernung von nicht kovalent gebundenem Poly-L-Lysin 
zentrifugiert, mit Aqua dest., und in der Folge mit 0.1 M 
Kaliumphosphat Puffer ( P H 7.0) gewaschen. 


35 
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Durch Immobilisierung VO n Poly-L-Lysin konnen aufgrund 
der freien Aminogruppen der im Polymer vorhandenen 
Lysinreste die Oberf lacheneigenschaf ten der vesikuleren 
Strukturen ( Proteinf ragmente) gerielt verendert und eine 
positive Nettoladung erzeugt werden. Zudem konnen die 
vorhandenen Aminogruppen fur eine Immobi li sierung von 
weiteren Fremdmolekiilen aktiviert werden. 

Beispiel 2: 

Immobi li sierung von Phosphatidylethanolamin 


zur 


VesiKulare Strukturen werden, wie oben beschrieben, 
chemischen S t a b i 1 i s i e r u n g mit Glutaraldehyd vernetzt und 
an der Kristallinen Matrix vorhandene Carboxy 1 gruppen mit 
EDO aktiviert. Nach einer Ak t i vier ungsze i t von 80 Minuten 
wird die Suspension bei 20,000 x g zentrif ugiert , die 
Pellets mit Dioxan bei einer Temperatur von 4° C 
gewaschen und neuerlich sedimentiert , In der Folge werden 
20 die Pellets in einer Losung aus Phosphatidylethanolamin 
CPE; 3 mg/ml Dioxan] geldst und 20 h bei 20° C inkubiert. 
Zur Entfernung von nicht kovalent gebundenem PE werden 
die vesikularen Strukturen nach dem Ze n t r i f ug i e re n 
funfmel mit Dioxan und anschliepend mit einer Mischung 
25 aus Chloroform-Methanol (50/50) gewaschen. Durch Reaktion 
der freien Aminogruppen von PE mit den Carboxy 1 gruppen 
des S-Schich t-Proteins gelingt es, PE so an die 
kristalline Matrix zu binden, daB der hydrophile Teil. zu 
der Membranoberflache gerichtet ist, wahrend die 
30 hydrophoben Reste nach aupen exponiert bleiben. Die so 
erzeugte hydrophobe Oberflache dient zur Anlagerung von 
Monoschicht en aus Tensiden (z.S. Arachinsaure) , die nun 
ihrerseits mit ihrem hydrophoben Teil binden, wahrend der 
hydrophile Teil nach au0en exponiert ist. Nun ist eine 
35 weitere Anlagerung einer Monoschicht von Arachinsaure 
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moglich, wobei nun die MoleKiile mit ihrer hydrophilen 
Seite binden. Nach diesem Prinzip konnen mehrere 
Monoschichten von Tensidmolekiilen an der Oberf lache einer 
Kristallin geordneten vesiKularen Struktur angelagert 
5 werden . 

Beispiel 3: 

Immobilisierung von Glucoseoxidase an Kristallinen 
10 vesiKularen StruKturen 

Zur Immobilisierung von Glucoseoxidase werden vesiKulare 
StruKturen, wie oben beschrieben, mit Gl u tara Idehyd 
vernetzt, und in der Folge im Kristallgit ter vorhandene 

15 Carboxy lgruppen mit EDC aktivierf. Nach dem Waschen mit 
Eiswasser und neuerlichem Zentrif ugieren bei 20,000 x g 
wird das aktivierte Pellet- ous vesiKularen StruKturen in 
einer Losung aus Glucoseoxidase (3 mg/ml Aqua dest.) 
suspendiert und 6 Stunden bei 20° C inkubiert. In der 

20 Folge wird die Suspension zen t rif ugier t und, wie in 
Beispiel 1 beschrieben, zur Entfernung von nicht Kovalent 
gebundenem Material gewaschen. Unter Anwendung dieser 
Methode ist es moglich, 1 mg Glucoseoxidase pro mg 
S-Schicht-Protein Kovalent zu binden. Das bedeutet, de3 

25 pro S-Schicht-Untereinheit ein Glucaseoxidase-Molektil 
immobilisiert werden Kann, was der dichtest moglichen 
PacKung eines Fremdmo 1 e Ku le s an einer Kristallinen Matrix 
entspricht. Immobilisierte Glucoseoxidase zeigte . im 
Vergleich zu dem nativen Enzym eine AKtivitat von 50 %. 


30 


Beispiel 4: 

Belegen von Kristallinen S-Schichten mit einer 
Metallschicht 
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Kristalline geordnete Membranen ( S-Schich ten) werden In 
Aqua dest. suspendiert und unter einem OrucK von 2 bar in 
einer 10 ml Ul t rafi 1 t ra t ion sze 1 1 e auf einen mikropordsen 
Trag er ( Mikrof 11 trationsmembran aus Polycarbonat der 
5 Firma Nuclepore; Pore ndurchme s ser 0.1 urn) ange schwemmt . 
Die einzelnen Membranfragmente werden in der Folge mit 
Glutaraldehyd (0.5 % in 0.1 M Natrium Cacodylat Puffer, 
pH 7.0) vernetzt. Nach einer In k ub a t ion s z e i t von 20 
Minuten wird durch Waschen mit Aqua dest. uberschussiges 
10 Reagens entfernt, die Mikrof I 1 tra t ionsmembran mit den 
abgelagerten Protein-Frag me nten der Ul traf iltrationszelle 
entnommen und 1 uf t ge t rockne t . AnschliePend wird die 
Struktur in eine Sputter Coater Anlage (Polaron 
Instruments) eingelegt und bis zu einem Vakuum von 5.10~ 2 
15 Tbrr evakuiert. Nun wird durch Anlegen einer Spannung von 
2.000 V bei einem Stromflu3 von etwa 20 mA Gold auf die 
Oberf lache der kristallinen Membranf ragmente gesputtert , 
wodurch eine z u s amme n h a n ge nd e Me t a 1 1 s c h i c h t mit einer 
Starke von etwa 40 nm erzeugt wird. Nach dem Entnehmen 
20 aus der Sputter Coater Anlage wird die Struktur 
vorsichtig in ein mit Chloroform gefulltes Becherglas 
transferiert und so eingelegt, da@ die Polycarbonat-Tra- 
germembran mit der Flussigkeit direkt in.Kontakt kommt, 
wodurch das vorhandene Polymer aufgeldst wird. An der 
25 Fl us sigkei t soberf lache verbleibt nun eine extrem dunne 
Struktur, die aus der Goldschicht und den darunterliegen- 
den S-Schicht-Fragmenten besteht. Diese Struktur kann nun 
durch vorsichtiges Abheben auf beliebige Oberf lachen 
aufgebracht werden. Durch Aufsputtern von Gold auf 
30 kristallin geordnete Membranf ragmen te ist es mbglich, 
einen direkten Kontakt zwischen Metall und dem Trager zu 
erzielen . 


Beispiel 5: 


35 
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Immobilisierung von Fluoreszenzfarbstoffen an kristallin 
geordnete Strukturen 

Vesikulare Strukturen, die sus kristallin angeordneten 
Proteinuntereinheiten bestehen, werden zur kovalenten 
Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes ?-Hydroxy-Cumarin-3- 
-carbonsaure C HCC) , der einen pH-sensiti ven Farbstoff 
darstellt, verwendet . SO mg des Farbstoffes werden in 
Aqua dest. au-Fgelbst, der pH-Wert durch Zugabe von 0.1 N 
HC1 oder 0.1 N NaOH auf 4.7S eingestellt und in der Folge 
20 mg EDC zugesetzt. Nach einer Aktivierung der 
Carboxylgruppen von HCC wahrend einer Reaktionszeit von 
60 Minuten wird dieser Ansatz mit 0,5 g feuchtem Pellet 
vesikularer Strukturen (erhalten nach Zentrif ugation bei 
15 20,000 x g) vermischt und die Suspension 2 Stunden bei 
20 C inkubiert. Wahrend dieser Zeit kbnnen die 
EDC-aktivierten Carboxylgruppen von HCC mit freien 
Aminogruppen des S-Schicht-Proteins reagieren und der 
Farbsto-Ff kovalent an die kristalline Matrix gebunden 
20 werden. Zur Entfernung liberschiissigen Reagens wird die 
Suspension in einen vorgeweichten Dialysierschlauch 
ubergefuhrt und 48 h long bei einer Temperatur von 4° C 
gegen Aqua dest. dialysiert. Niedermolekulare Verbindun- 
fien, wie HCC oder EDC, kbnnen wahrend der Oialyse 
25 entfernt werden. Die Suspension wird in der Folge 
zentri-Fugiert, mit Aqua dest. und 1 N NaCl zur Entfernung 
von unspezi-Fisch adsorbiertem Material gewaschen. Der an 
den vesikularen Strukturen immobilisierte Fluoreszenz- 
•Farbstoff reagiert auf Snderungen des pH-Wertes im 
30 entsprechenden Milieu durch eine Knderung in der 
Wellenlange der ausgesandten Fluoreszenz. 


Beispiel 6: 
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Immobi 1 i sierung von 6 1 u c o seo x ida s e an Kristalline 
Protein-Fragmente und Belegung mit einer Me t a 1 1 schich t 

Die Immobilisierung von Glucoseoxidase erfolgt an 
5 Kristallin geordnete Protein-Fragmente, die auf einem 
miKroporosen Trager ( MiKrof iltrationsmembran aus Nylon 
der Firma Pall; Pore ndur c hme s ser 0.1 m) abgelagert 
warden. Die MiKrof iltrationsmembran wird in eine 
Ultraf iltrationszelle mit einem Durchmesser von 25 mm 

10 eingelegt, und 3 ml einer Suspension, die die Protein- 
Fragmente enthalt, werden auf die Membra nobe rf 1 ache 
pipettiert. Nach Anlegen von einem DrucK von 2 bar und 
Ablagerung der Protein-Fragmente an der porbsen 
Tragermembra n wird vorhandenes Protein durch Zugabe von 

15 Glutaraldehyd (0.5 % in 0.1 M Nat rium-Cacody la t-Puff er , 
pH 7.2) Kovalent vernetzt. Nach dem Waschen der Membran 
mit Aqua dest. wird diese aus der Ultraf iltrationszelle 
entnommen und in ein Becherglas, das 10 ml Aqua dest. 
enthalt, eingelegt. Nach Zugabe von 50 mg EDC zur 

20 Aktivierung von Carboxy 1 gr uppen wird der pH-Wert wahrend 
der folgenden 80 Minuten auf 4.65 konstant gehalten. 
Durch Eintauchen der Membranen in Eiswasser ldPt sich 
liberschiissiges Reagens entfernen. Die Membran wird in die 
Ultraf iltrationszelle nun so eingelegt, daP die mit 

25 Protein-Fragment en belegte Seite nach oben gerichtet 1st . 
In der Folge werden 2 ml einer Glucoseoxidase-Ldsung (2 
mg/ml) zugefugt und zur Kovalenten Bindung des Enzyms 2 
Stunden bei 20° C inKubiert . Nicht Kovalent gebundenes 
Enzym kann durch Waschen mit Aqua dest. und Puffer ( siehe 

30 oben) entfernt werden. Nach dem Entnehmen der Membran aus 
der Ultraf iltrationszelle wird diese luf tgetrocKnet , in 
eine Sputter Coater Anlage ( Polaron Instruments) 
eingelegt und bei einem DrucK von 5.10 Torr mit Platin 
bei einer StromstarKe von 20 mA wahrend eines Zeitraumes 

35 von 2 min besputtert. Die Metallschicht , die eine StarKe 
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20 


30 


von 30 nm aufweist, ist direkt mit dem Enzym, das in 

dichtest mdglicher Packun £ an eine Kristalline Matrix 

gebunden ist , in Kontakt. Dadurch ist es mdglich, da{3 die 
an dem Enzym wahrend der enzymatischen Reaktion 

entstehenden Elektronen direkt von der Platinschicht 
abgesaugt werden. 

Beispiel 7: 


Herstellung von Diagno semembranen unter Verwendunj 
An t i k brpern 


von 


Als Ausgangsmaterial werden 


an mikroporose Trager 
gebundene Protein-Fragmente verwendet. An der Oberflache 
der Protein-Fragmente vorhandene Carboxy lgruppen werden 
■nit EDC aktiviert C Durchf Uhrung siehe o.a. Beispiele). 
Anschlieeend wird die aktivierte Membran in eine 
Ultrafiltrationszelle mit einem Durchmesser von 25 mm 
eingelegt und 2 ml einer An t ik orper-Lbsung (0.4 mg/ml) 
(Antikbrper A, erzeugt gegen Virusprotein) auf die 
Membranober-Flache pipettiert und 4 Stunden bei 20° C 
inkubiert. Nach Abdekantieren der Antikbrper-Lbsung wird 
die Membran aus der Ultraf il trationszelle genommen und 2 
h mit 0.2 M Kalium-Phosphat-Puffer, P H 7.2, gewaschen. 
25 Die Antikbrper-Molekule wurden in, Zuge der Immobilisie- 
rung in Form einer Monoschicht in dichtest moglicher 
Packung an die Oberfliche der kristallinen Matrix 
gebunden. Die mit Antikbrper beladene Membran kann daher 
zum Nachweis von Virusprotein verwendet werden. Dazu wird 
die Membran mit einer Fliissigkeit, die Viren enthalt, in 
Kontakt gebracht und 2 h bei 20° C inkubiert. In der 
Folge wird zur Entfernung von uber schussigem Antigen mit 
0.2 M Phosphat-Puffer, pH 7.0, und mit Aqua dest. 
gewaschen. Zur quantitativen Auswertung der gebundenen 
35 Virusproteinmenge wird nun die Membran in eine weitere 
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Ldsung, die biot iny 1 iertan AntiKorper A enthdlt , gelegt 
(0.1 mg/ml 0.1 N Natriumhydrogencarbonat) und 30 Minuten 
inKubiert . Oer biot inyliert e AntiKorper bindet nun an 
noch freie Haptene des Virusproteins . Nach Entnehmen der 
5 Membran aus der AntiKdrper-Lbsung wird diese wieder 20 
Minuten mit 0.1 M Phospha t-Puf f er , pH 6.0, gewoschen. Zur 
quantitat iven Auswertung wird nun ein Peroxidase-Avidin- 
Konjugat eingesetzt. Avidin bindet spezifisch an Biotin, 
und demnach an den Jeweiligen biotiny lierten AntiKorper. 

10 Nach einer Inkuba tionszei t von 10 Minuten wird die 
Membran entnommen, wieder 20 Minuten mit Phosphat-Puf f er 
gewaschen und schlie91ich 1 ml einer 0.01 % Wasserstoff- 
peroxid-Losung, die 1 mg des Farbstoffes o-Dianisidin 
enthalt, auf die Membran getropf t . Nach 10 Minuten wird 

15 die Reaktion durch Zugabe von 5N HC1 gestoppt und der 
gebildete Farbstoff quantitativ durch Messung bei einer 
Wellenlange von 400 nm bestimmt. Uber eine entspre.chend 
erstellte Eichkurve Kann die Menge an gebundenem 
Virusprotein gemessen we r den. 

20 Kristallin geordnete Protein-Fragmente bieten den 
Vorteil, da0 der Antikdrper A in dichtest moglicher 
Packung an eine def inierte Oberf lache gebunden werden 
kann und dadurch die Nechweisgrenze fur das zu 
unt ersuchende Protein entsprechend niedriger ist. 


25 


Beispiel 8: 


Immobili sierung von bio t iny 1 ie t en Proteinen an vesikulare 
St ruk turen 

30 

Vesikulare Strukturen, die aus Pro t e i nk ri s t a 1 1 en 

bestehen, werden entsprechend der oben angef iihrten 
Vorschrift chemisch mit Glutaraldehyd vernetzt und die an 
der Oberf lache vorhandenen Ca rboxy 1 gr uppe n mit EDC 
35 oktiviert. 0.1 g des feuchten, EDC-aktivierten Pellets 
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werden mit 2 ml einer Ldsung won biotinyliertem Ovalbumin 
C1 mg/ml Aqua dest.) vermischt und 2 h bei 20° C 
inkubiert. AnschliePend wird bei 20,000 x g zentrif ugiert 
und das Pellet fun-Fmal mit 0.1 M Ka 1 ium-Pho spha t-Puf f er , 
5 PH 7.0, gewaschen. Pro Protein-Untereinhei t der 
kristallinen Matrix Konnten 2 Molekiile von biotinyliertem 
Ovalbumin gebunden werden, was wieder der dichtest 
moglichen Bindung sdich te eines Fremdmolekules an eine 
kristalline Matrix entspricht. Immobil isier tes 

10 biotinyliertes Ovalbumin kann nun durch Zugabe von 
Avidin-Peroxidase-Konjugat und im folgenden durch Messung 
des entwickelten Farbstoffes durch Peroxidase-Aktivitat 
nachgewiesen werden. Dazu werden SO mg des feuchten 
Pellets aus vesikularen Strukturen mit daran immoblli- 
15 siertem biotiny lierten Ovalbumin in 1 ml 0.1 M 
Natriumhydrogencarbonat, pH 8.5, suspendiert und 200 jul 
0.2 % Avidin-Peroxidase-Konjugat dazugefiigt. Nach 20 
Minuten Inkubation bei 20° C wird zentrif ugiert , das 
Pellet fiinfmal mit 0.2 M Kalium-Phosphat-Pu-ffer ( pH 7.0) 
20 gewaschen und 20 mg des Pellets (bestehend aus 
vesikularen Strukturen, biotinyliertem Ovalbumin und 
daran gebundenen Avidin-Peroxidase-Konjugat). mit 200 yul 
einer Ldsung von 0.01 % Wa s sers tof f peroxid , die 1 mg 
o-Dianisidin enthalt, vermischt. Der entwickelte 
Farbstoff wird, wie oben beschrieben, gemessen. 


25 
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Patentanspruche : 

1. Verfahren zur Immob i 1 i sierung bzw. Ablagerung von 
Molekulen bzw. Substanzen auf einem Trager, dadurch 
gekennzeichne t , dap als Trager eine Struktur eingesetzt 
wird, welche wenigstens eine sich entlang ebener, 
5 gekrummter, zylindrischer oder vesikularer Flachen 
erstreckende Membran aufweist, die aus wenigstens einer 
Schicht identischer Protein enthaltender MolekLile 
besteht, die in Form eines Kristallgitters mit einer 
Gi t t erk on s t an t e von 1 bis 50 nm angeordnet sind. 
10 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 

net, daP eine Membran eingesetzt wird, die Poren mit 
einem Ourchmesser von 0,5 bis AO nm aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichne t , daP auf der Membran Protein- und/oder 

15 Pep tidmolekule immobilisiert werden, 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet , daP auf der Membran Glycoprotein- 
und/oder Glycopep t idmolekule immobilisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
20 gekennzeichnet, daP auf der Membran Polysaccharide 

und/oder Oligosaccharide und/oder Zucker immobilisiert 
we r d e n . 

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daP auf der Membran Lipidmolekiile 

25 immobilisiert werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daP auf der Membran Li popo 1 y saccharide 
immobili siert werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
30 gekennzeichnet, dap auf der Membran Enzyme und/oder 

Coenzyme immobilisiert werden. 

9: Vsrfdhr-yH Hdbh AtrsprUbh 1 dder 2, dadureh 

gekennzeichnet, daB auf der Membran eine der Substanzen 
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der Gruppe enthaltend Antigene, Antikorper, Lektine, 
Biotin, Avidin, Protein A und Haptene immobilisiert 
werden . 

10. Verfahren nach Anspruch 1 Qde r 2, dadurch 
gekennzeichnet, daP auf der Membran Nucleinsauren 
immobilisiert werden . 

11. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
jeKennzelchnet, daP auf der Membran Farbstoffe, 
insbesondere Fluore szen zfarb s tof f e , oder Farbstof f £ emi- 
sche immobilisiert werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 

gekennzeichnet, daP auf der Membran gegebenenf all s 

leitende Materialien, wie Metalle und/oder Metall verbin- 

dungen und/oder Kohlenstoff und/oder Siliciumoxide 

15 und/oder Kunststoffe immobilisiert bzw. abgelagert 
werden . 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, dap Mischungen der Materialien bzw. getrennte 
Schichten mehrerer Materialien abgelagert werden. 

20 14 - Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 

gekennzeichnet, daP auf der Membran Mediator- bzw. 
Transmittermolekule immobilisiert werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 8, dadurch 
gekennzeichnet, daP eine Membran mit darauf immobilisier- 
ten Enzymen und/oder Coenzymen als Enzymmembran verwendet 
wird . 

16. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 9, dadurch 
gekennzeichnet, dap eine Membran mit darauf immobilisier- 
ten Antigenen, Antikbrpern, Lektinen, Biotin, Avidin, 
Protein A oder Haptenen als ELISA-Membran verwendet wird! 

17. Verfahren nach Anspruch 1 bis 11 und 14, dadurch 
gekennzeichnet, dap eine Membran mit darauf immobilisier- 
ten Enzymen bzw. Coenzymen, Antigenen, Antikbrpern, 
Biotin, Avidin, Lektinen, Protein A, Haptenen, 


25 
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Nucleinsauren oder Mediator- bzw. Transmit tBrmolekulan 
als Diagnosereagens verwendet wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 1 bis 11 und 14, dadurch 
gekennzeichne t , da3 eine Membran mit darauf immobi 1 i sier- 

5 ten Enzymen bzw. Coenzymen, Antigenen, AntiKorpern, 
Biotin, Avidin, Lektinen, Protein A, Haptenen, 
Nucleinsauren oder Mediator- bzw. Transmit termolekulen 
als Sen sormembran verwendet wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeich- 
10 net, daP die an der Membran immob i 1 i sier t en Substanzen 

und die Membran mit einer leitenden Schicht, z.B. Metall 
oder leitendem Kunststoff , versehen werden. 

20. Verfahren nach den Anspruchen 12, 13 oder 18, 
dadurch gekennzeichne t , da3 die leitende Schicht durch 

15 Sputtern auf gebracht wird. 

21. Verfahren nach den Anspruchen 12, 13 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet , dap die leitende Schicht durch 
Aufdampfen aufgebracht wird. 

22. Verfahren nach den Anspruchen 12, 13 oder 18, 
20 dadurch gekennzeichnet, dag die Kunststoff schicht durch 

Plasma polymerisation aufgebracht wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daP die abgelagerten bzw. immob i 1 i sier t e n 
Substanzen, insbesondere pharmazeutische Wirkstoffe, von 

25 der Membran eingeschlossen sind. 
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into 4 G 01 N 33/544, C 12 N 11/02, G 01 N 33/553 , C 12 Q 1/68, 


G 01 N 33/549, C 07 K 17/02, A 61 K 9/00 


II. RECHERCHIERTE SACHGEBIETE 


Recherchierter Mindestpriifstoff 7 


Klassifikationssynem 


fnt. CI * 


Klassifikattonssymbofe 


G 01 N, C 12 N, B 01 D, C 12 Q 


Recherchierte nicht zum Mindestpriifstoff gehorende Verdffentlichungen, soweit diese 


unter die recherchierten Sachgebiete fallen 


8 


III. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN 9 


Art* 


Kennzeichnung der Veroffentlichung 11 ,soweit erforderlich unter Angabe der maBgeblichen Teile 12 


Betr. Anspruch Nr. 13 
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